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P. Cerkovnik, I. Koković, V. Prevodnik Kloboves in S. Novaković
Določanje klonalnosti limfoidnih proliferacij –
uvedba nove metode in primerjava z dosedanjo metodo
Slika 1.  Shematski prikaz preureditve gena za težko verigo 
imunoglobulina (IGH). Na sliki je prikazana preureditev 
gena IGH pri limfocitih B. 
Vsak limfocit B ali T ima naključno preureditev različnih 
genskih segmentov – t. i. V (ang.Variable), D (ang.Diversity) 
in J (ang.Joining) genskih segmentov, ki so edinstvene tako 
v dolžini kot v sekvenci. Posledica je ogromna raznolikost 
antigenskih receptorjev. L – t. i. vodilna (ang.leader) regija, ki 
je del variabilnega genskega segmenta (V).
Slika 2.  Analiza pomnoženih produktov na poliakrilamidnem gelu 
(levo) in s kapilarno elekroforezo na bioanalizatorju (desno). 
Na sliki je prikazan primer PCR-produktov pri določanju 
preureditve genov za TCRG.  
M – pri monoklonski populaciji dobimo en pomnožen 
fragment z značilno dolžino, podano v baznih parih (bp) 
oz. vidimo kot izrazit vrh na elektroferogramu po kapilarni 
elektroforezi. P – pri poliklonski (ali normalni) populaciji 
limfocitov se na gelu vidi t. i. poliklonska sled oz. značilna 
Gaussova porazdelitev na elektroferogramu. NK – vodna 
kontrola ali kontrola kontaminacije.
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Slika 3.  Shematski prikaz preureditve gena za težko verigo 
imunoglobulina (IGH). S črnimi puščicami je označeno 
približno območje vezave oligonukleotidnih začetnikov 
na ohranjena zaporedja znotraj t. i. okvirnih področij 
variabilnih genskih segmentov (VH-FR1, VH-FR2 in VH-FR3), 
D (ang. diversity) genskega segmenta (DH) in spajalnih (JH) 
genskih segmentov.  
A – nabor oligonukleotidnih začetnikov v reakcijskih 
mešanicah kompleta »IdentiClone IGH Gene Clonality 
Assay«. B – konsenzusna začetnika in njuna vezava na IGH, 
ki jih uporabljamo v naši »hišni« metodi.
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Slika 4.  Shematski prikaz preureditve gena za gama verigo 
T-celičnega receptorja (TCRG). 
S črnimi puščicami je označeno približno območje vezave 
oligonukleotidnih začetnikov na ohranjena zaporedja 
znotraj variabilnih genskih segmentov (Vγ) in spajalnega 
genskega segmenta (Jγ) na genu za TCRG. 
A – nabor oligonukleotidnih začetnikov v reakcijskih 
mešanicah kompleta »IdentiClone TCRG Gene Clonality 
Assay«. B – vezava oligonukleotidnih začetnikov, ki jih 
uporabljamo v naši »hišni« metodi.
Slika 5.  Primerjava rezultatov določanja klonalnosti limfoidnih 
proliferacij, pridobljenih s »hišno« metodo in z uporabo 
nove metode IdentiClone.  
Preureditve genov za IGH in TCRG smo določali na 41 
vzorcih aspiracijskih biopsij z že opredeljeno histopatološko 
diagnozo. Uporabili smo svojo »hišno« metodo za določanje 
klonalnosti in jo primerjali z metodo IdentiClone, ki vsebuje 
širši nabor oligonukleotidnih začetnikov. Na grafu je 
prikazan odstotek monoklonskih vzorcev pri posameznem 
tipu limfomov. Pri limfomih tipa B smo z uporabo nove 
metode izboljšali stopnjo detekcije za 23,1 %, pri limfomih 
tipa T pa za 14,3 %.
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zaporedja,	ki	so	spremenjena	zaradi	somatskih	hipermutacij	
v	genih	Ig.	Za	zmanjšanje	števila	lažno	negativnih	rezultatov	
in	za	povečanje	občutljivosti	določanja	klonalnosti	z	mole-
kularnimi	metodami	je	pri	limfomih	tipa	B	priporočljivo	še	
določanje	preureditev	v	genih	za	kapa	in	lambda	lahke	verige	
imunoglobulinov	(IGK	in	IGL)	ter	določanje	klonalne	preure-
ditve	v	genu	za	beta	verigo	T-celičnega	receptorja	(TCRB)	pri	
limfomih	tipa	T.	Z	dodatno	analizo	omenjenih	preureditev	
genov	so	v	študiji	BIOMED	2	dosegli	99-odstotno	občutljivost	
detekcije	klonalne	preureditve	genov	pri	limfomih	B	in	
94-odstotno	občutljivost	pri	limfomih	T.	Posebej	so	izpostavili	
anaplastični	velikocelični	T-limfom,	kjer	pa	detekcija	klonal-
nosti	v	30	%	ni	mogoča	niti	v	genih	TCRG	niti	v	genih	TCRB.	
Na	podlagi	omenjene	študije	so	postavili	tudi	smernice	za	
določanje	klonalnosti	limfoidnih	proliferacij	na	molekularni	
ravni.
Na	našem	oddelku	smo	torej	z	uvedbo	nove	(razširjene)	
metode	IdentiClone	izboljšali	diagnostiko	limfomov	na	mo-
lekularni	ravni.	V	prihodnosti	načrtujemo	še	uvedbo	metod	
za	določanje	preureditve	genov	za	TCRB,	IGK	in	IGL,	s	čimer	
bomo	še	bolj	povečali	občutljivost	določanja	klonalnosti	
limfoidnih	proliferacij	in	izboljšali	molekularno	diagnostiko	
limfomov.
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